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北部 湾 徐闻 海域 红 树 内 生 细 菌 物种 多 样 性 及 其 杀 线 虫 活性 研究 
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(广西 中 医药 大 学 海洋 药物 研究 院 / 药 学 院 ， 南宁 530200) 
摘要 对 北部 湾 徐闻 海域 红 树 植物 内 生 细 菌 的 分 布 特征 、 物 种 多 样 性 及 其 杀 线 虫 活性 进行 分 析 ， 为 研究 新 
型 微生物 杀 虫 剂 提 供 菌 种 资源 。 本 次 实验 从 徐闻 县 采集 7 种 红 树 植物 共 16 份 样品 ， 设 计 10 种 分 离 培养 基 ， 
使 用 稀释 涂 布 法 分 析 红 树 植物 内 生 细 菌 的 分 布 特征 。 通 过 16S rRNA 分 子 生 物 学 方法 ， 对 内 生 细 菌 进 行 多 
样 性 分 析 探 讨 内 生 细菌 的 物种 多 样 性 。 利 用 秀丽 隐 杆 线虫 模型 ， 通 过 杀 线 虫 活性 实验 测试 内 生 细 菌 乙酸 乙 
酯 提取 物 的 杀 线 虫 活性 。 研 究 结 果 表 明 ， 从 16 份 植物 各 组 织 器 官 中 获得 33 株 内 生 细 菌 ， 分 布 于 19 个 科 
23 个 属 ， 其 中 芽孢 杆菌 属 (Bacillus〉 为 优势 菌 属 ， 获 得 8 株 潜在 的 新 种 或 新 属 。 同 时 ， 筛 选 到 2 株 具 有 显 
著 杀 线虫 活性 的 菌株 ， 半 数 致死 浓度 LCs5o) 分 别 为 28.63 mg-mL'! 和 178.03 mg: mL'!.. 研究 结果 证 实 了 徐 
闻 海 域 红 树 具有 和 多样 性 丰富 的 内 生 细 菌 ， 同 时 部 分 细菌 具有 较 强 的 杀 线 虫 活性 ， 具 有 发 现 新 型 微生物 杀 虫 
剂 的 潜力 。 
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Study on diversity and nematicidal activity of endophytic bacteria 


from mangrove plants collected from Beibu Gulf coast at Xuwen 


Li Mi, Hou Shishi, Yin Jianglin, He Yuming, Liu Yonghong, Yi Xiangxi“ 
(Institute of Marine Drugs /Faculty of Pharmacy, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning 
530200, China) 
Abstract: To study the distribution, diversity and nematicidal activity of endophytic bacteria from mangrove 
plants collected from Beibu Gulf coast at Xuwen. It can provide bacterial resources for the microbial insecticides. 
The bacteria were isolated from sixteen samples seven mangrove plants which collected from the Xuwen by 
designed 10 kinds of isolation medias. The 16S rRNA molecular biology method, dilution coating method and 
Caenorhabditis elegans screening model were used to explore the diversity and nematicidal activity of endophytic 
bacteria isolated from mangrove plants. The results showed that 33 endophytic bacteria were isolated by 16 organs 
and tissues which could be classified into 19 families and 23 genera and the dominant genus were Bacillus. The 
eight potential new species or genera were obtained. Through the nematicidal activity test obtained 2 kinds of 


activity bacteria. Two endophytic bacterial had the extremely significant nematicidal activities and the lethal 
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concentration of 50% was 28.63 mg: mL'! and 178.03 mg: mL;!, respectively. The research confirm that mangrove 
plants collected from the Xuwen are rich in endophytic bacteria. At the same time, parts of the bacteria have strong 
nematicidal activity, which could be a potential source for the discovery of the new microbial insecticides. 
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红 树 林 生 态 系统 (mangrove ecosystems) 主要 包括 种 类 丰富 的 动物 群落 、 红 树木 本 植物 
群落 和 微生物 群落 (Chen et al., 2009) 。 红 树林 环境 中 的 微生物 能 够 耐 高 盐 和 酸性 等 环境 ， 
因而 其 在 物种 、 基 因 组 成 和 生态 功能 上 形成 了 多 样 性 差异 。 全 林 燕 等 (2011) 从 湛江 红 树 林 
海域 采集 泥土 样品 550 份 ， 共 分 离 到 195 株 放 线 菌 ， 其 中 从 三 种 红 树 植物 白骨 二 、 桐 花 树 、 
木 榄 的 根 际 土壤 中 分 离 到 110 株 放 线 菌 。 许 敏 等 (2016〉 从 11 份 广东 湛江 红 树 林 植 物 样品 
中 共 得 到 159 株 放 线 菌 ,分 布 于 12 个 科 19 个 属 , 其 中 链 霉 菌 属 为 优势 戎 属 。 陈 振明 等 (2006 ) 
从 湛江 海域 红 树林 植物 中 发 现 9 株 细 菌 对 番茄 有 促进 生长 的 作用 , 4 株 细 菌 能 抑制 生长 。Liu 
et al., (2010) 采用 PCR-DGGE 方法 和 DGGE 指纹 图 谱 对 福建 省 九龙 江口 福 工 红 树 林 区 的 微 
生物 群落 结构 及 基因 多 样 性 进行 分 析 , 发 现 红 树 林 区 细菌 多 样 性 远大 于 非 红 树林 区 域 。 我 国 
广东 湛江 红 树 林 国 家 级 自然 保护 区 呈 带 状 散 布 于 雷州 半岛 沿海 滩涂 ， 主 要 由 高 桥 、 特 呈 岛 、 
徐闻 等 组 成 〈 许 敏 等 , 2016) 。 关 于 该 海域 红 树林 微生物 多 样 性 研究 多 集中 于 高 桥 镇 〈 许 敏 ， 
2015; 许 敏 等 ，2016)， 徐 闻 沿 北部 湾 海域 研究 报道 并 不 多 见 ， 因 此 开展 红 树 林内 生 细 菌 多 
样 性 研究 具有 重要 意义 ， 值 得 我 们 进一步 探索 。 
目前 ， 根 结 线虫 病 严 重 危 害 着 我 国 乃至 全 世界 的 农作物 ， 使 作物 受到 不 同 程度 的 侵害 。 
据 报 道 ,我 国 每 一 种 粮食 、 蔬 染 以 及 经 济 作物 都 至 少 被 一 类 植物 线虫 残害 〈 蔚 应 俊 ,，2006) 。 
世界 范围 内 ,线虫 病害 占 植物 病害 的 15~20%, 由 此 造成 经 济 损失 可 达 1570 亿 美元 (Abad et al., 
2008) 。 因 此 ， 安 全 防 控 线虫 的 病害 成 为 目前 急需 解决 的 关键 问题 。 己 有 学 者 从 红 树 林 环 境 
中 筛选 到 具有 杀 线 虫 活性 的 微生物 。 王 帅 等 (2018) 筛选 到 一 株 可 杀 死 南方 根 结 线虫 的 生 防 
真菌 Snef 21 命 名 为 聚 多 曲霉 A Cspergillus sydowii) Js FEEDOG] SN BEE LM Fill MER, KET 
抑制 率 分 别 为 44.1% 与 30.6%。 有 学 者 还 从 红 树 林 放 线 苗 分 离 到 具有 杀 线 虫 活性 的 阿 扎 霉 素 
(azalomycin) 类 化 合 物 (Xu et al., 2014)。 为 此 ,本 实验 以 湛江 徐闻 海域 红 树 植物 为 研究 对 象 ， 
分 析 红 树 植 物 内 生 细 菌 的 多 样 性 及 往 选 杀 线 虫 活性 ， 以 期 发 现 细菌 新 物种 及 杀 线 虫 活性 菌 
株 ， 为 新 型 微生物 杀 虫 剂 的 发 现 黄 定 基础 。 

1 材料 与 方法 

1.1 实验 材料 

样品 采集 : 2017 年 7 月 14 日 在 广东 徐闻 县 迈 陈 镇 的 红 树林 〈 经 纬度 为 109"59'14" E. 

20°20'12” N) 采集 到 海 莲 (Bruguiera sexangula), Ai (Rhizophora stylosa)、 桐 花 树 
CAegiceras corniculatum), WFR (Excoecaria agallocha). WŒ (Hibiscus tiliaceus). R#|&5 48 
(Pluchea indica). ÉB BE (Avicennia marina) 7 种 红 树 植物 的 根茎 时 样品 16 份 ， 有 具体 信息 
如 表 1 所 示 。 收集 无 病虫害 的 新 鲜 并 带 枝叶 的 植株 以 及 一 部 分 植物 根部 , 用 无 菌 水 冲洗 样品 
表面 泥 沙 及 残留 物 , 装 入 采样 袋 进行 密封 保存 , 置 于 采样 冰 盒 中 尽快 拿 回 实验 室 进行 后 期 处 
JH, 
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线虫 材料 来 源 : 本 实验 所 使 用 的 野生 型 秀丽 隐 杆 线虫 (Caenorhabditis elegans) 和 OP50 
Jus AA RE (Escherichia coli) 均 由 广西 科学 院 汪 斌 博士 提供 。 
表 1 样品 采集 信息 


Table 1 Information of collected samples 


样品 编号 植物 种 类 采集 部 位 编号 


Number of samples Plant species Number of collect tissue 


作 期 乔 


7NI 


ChinaXiv& (ERAT! 


A-1 


A FXE Bruguiera sexangula A-2 

A-3 

B-1 
B 桐 花 树 Aegiceras corniculatum B-2 
B-3 
C-1, 
C-2 
D-1 
D-3 
E-2 
E-3 
F-2 
F-3 
G-2 
G-3 


C ZTE Rhizophora stylosa 


D 海 漆 Excoecaria agallocha 


E $a Hibiscus tiliaceus 


F JÆ% Pluchea indica 


G £r BÉ Avicennia marina 


注 : 1. E, 2. 2, 3. HF, 
Note: 1. Root, 2. Stem, 3. Leaf. 
1.2 细菌 分 离 

1.2.1 分 离 及 纯化 培养 基 

分 离 培养 基 : 采用 10 种 分 离 培养 基 对 红 树 植物 内 生 细 菌 进 行 分 离 ， 分 别 为 AGG 改良 
的 高 氏 培 养 基 )、M4 (海藻 糖 - 天 冬 酰 胺 培养 基 )、M5 (海藻 糖 - 且 氨 酸 培养 基 )、M7 (改良 
ISPS 培养 基 )、M9( 精 氨 酸 -天 冬 酰胺 培养 基 )、M10 (改良 淀粉 -水 解 酪 素 培养 基 )、ISP7( 酷 
氮 酸 -天 冬 酰胺 培养 基 )、ISP3 (燕麦 培养 基 )、ISP4 (无 机 盐 - 淀 粉 琼脂 培养 基 )、R2A (R2A 
琼脂 培养 基 )。 详 细 配 方 见 参考 文献 〈 李 菲 等 , 2016)。 培 养 基 中 添加 重 铬 酸 钊 和 制 霉 菌 素 抑 
由 真菌 生长 ， 终 浓度 分 别 为 25 mg-L 和 50 mg:L1。 待 培养 基 温 度 降 至 50 左右 时 加 入 抑 
出 剂 ， 混 匀 倒 于 培养 四 中 制 成 固体 培养 基 。 
纯化 及 保藏 培养 基 : 改良 ISP2 固体 培养 基 , 配方 为 酵母 提取 物 2.0 g, 麦芽 提取 物 2.0 g, 
葡萄 糖 2.0 g， 琼 脂粉 15.0 g，30 g 的 海盐 和 1 000 mL 去 离子 水 。 

发 酵 培 养 基 : 改良 ISP2 液体 培养 基 ， 培 养 基 配方 同 改良 ISP2 固体 培养 基 ， 但 不 加 入 琼 
脂粉 。 

1.2.2 红 树 植物 样品 的 处 理 

采集 的 红 树 植物 于 无 菌 操作 台中 选取 完整 无 病虫害 的 根 、 茎 和 叶 不 同 组织 部 位 。 参 考 李 
RABE (2017) 用 5 多 次 氧 酸 钠 深 液 浸泡 8 min， 无 菌 水 冲洗 残余 液体 ，75% 的 酒精 溶液 浸泡 
5 min， 无 菌 水 冲洗 至 无 酒精 味 。 

取 已 处 理 的 不 同 部 位 红 树 植物 样品 大 约 2 g 于 研 钵 充分 研磨 ，2 mL 无 菌 水 与 研磨 样品 
充分 混 匀 ;， 取 1 mL 该 浓度 液 作为 样品 原液 ， 再 依次 稀释 到 10 和 10^ 组织 悬 液 ， 当 做 涂 布 
的 样 液 ， 置 于 4 'C 冰 箱 暂 存 。 

1.2.3 菌株 的 分 离 纯 化 及 保藏 

取 上 述 组 织 悬 液 102 和 10 稀释 液 0.2 mL， 分 别 涂 布 于 10 种 分 离 培养 基 上 ， 倒 置 放置 
于 28 恒温 培养 箱 培养 2-8 周 。 通 过 形态 观察 挑 取 形 态 各 异 的 单 菌 落 使 用 改良 ISP2 固体 培 
养 基 进行 分 离 纯 化 , 通过 三 区 划 线 纯化 ， 获 得 纯净 的 单 菌 落 ， 并 记录 菌落 数 及 菌落 的 形态 特 
征 。 将 纯化 好 的 纯 菌 株 用 竹 签 乔 取 对 数 生长 期 的 菌 体 ， 于 20%(V/V) 无 菌 甘油 管 中 制 成 菌 悬 
液 于 -80 超低温 冰箱 保藏 。 
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1.2.4 16S rRNA 基因 序列 分 析 
菌株 基因 组 DNA 的 提取 采用 Chelex-100 树脂 法 ( 周 双 清 等 ，2010)， 选 取 纯 化 好 的 菌 
Fk. 用 无 菌 竹 签 挑 取 芝麻 粒 大 小 的 菌 体 加 入 装 有 50 pL Chelex-100 树脂 的 八 连 管 中 , 用 竹 签 
充分 搅拌 使 菌 体 与 树脂 混 匀 ， 进 行 PCR 梯度 扩 增 。 
PCR 梯度 扩 增 参照 Walsh et al. (1991) 方法 ， 扩 增 引 物 使 用 细菌 通用 引物 
27F(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") 和 1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")。 PCR 
产物 利用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ，Bio-RAD 凝 胶 成 像 仪 观察 电泳 目标 条 带 的 有 无 来 作为 判 
断 基 因 组 DNA 提取 是 否 合格 ,检验 合格 后 将 PCR 产物 送 至 上 海 美 吉 生物 医药 技术 有 限 公 
司 广 州 分 公司 进行 测序 。 测 序 结果 经 DNA Star 软件 整理 ， 利 用 数据 库 EzBioCloud 
Chttps://www.ezbiocloud.net/) (Kim et al., 2009) 进行 在 线 比 对 ; 对 16S rRNA 基因 序列 进行 
相似 性 比 对 搜索 ， 从 中 选取 相似 性 较 高 且 是 有 效 描述 的 典型 菌株 的 16S rRNA 基因 序列 作为 
参 比 对 象 。 
1.3 杀 线 虫 活性 测试 
1.3.1 细菌 发 酵 粗 提 物 的 制备 
参考 李 飞 娜 等 (2017) KEE (2016) 的 方法 , 将 对 数 生 长 期 的 细菌 接种 于 200 mL eX 
良 ISP2 液体 培养 基 中 ， 于 180 r.min'28 'C 摇 床 发 酵 7d， 合 并 发 酵 液 用 等 体积 的 乙酸 乙 酯 


X AN, MRL AER REE, CERVI BET HR] 4 CAR 
= 温 保存 。 
= 132 ”细菌 代谢 产物 的 杀 线 虫 实验 


参考 许 敏 等 (2016) 的 方法 ,用 红 树 内 生 细 菌 发 酵 液 乙酸 乙 酯 粗 提 物 进行 杀 线 虫 活性 实 
验 ， 用 公式 线虫 致死 率 (%)= 线 虫 死 亡 数 /线虫 总 数 X 100 多 计算 线虫 致死 率 ， 以 线虫 致死 
s. 率 >50% 为 阳性 结果 。 
= C1) 线虫 产 卵 培养 : 将 秀丽 隐 杆 线虫 线 挑 至 新 鲜 的 已 加 有 OP50 的 NGM 培养 基 
c2 (Brenner, 1974) 中 进行 产 卵 培养 ， 镜 检 培 养 焉 产 卵 较 多 时 收集 线虫 。 
d (2) 线虫 的 同步 化 : 将 线虫 用 M9 缓冲 液 进行 冲 洗 ， 于 3 000 r min 离心 1 min 弃 去 上 
m iB. MAS RAR, ETERA 5 min， 使 线虫 表皮 破裂 ， 释 放 虫 卵 ， 以 保 
AS 证 线虫 裂解 充分 ， 于 3 000 r- min Bot 1 min， 弃 去 上 清 。 再 加 入 2 mL M9 缓冲 液 冲 洗 ， 将 
裂解 得 到 的 虫 卵 加 至 涂 有 大 上 肠 杆 菌 OP50 的 NGM 培养 基 上 ， 置 于 28 生化 培养 箱 内 培养 
= 36h 左右 ， 即 可 得 到 处 于 同一 龄 期 的 线虫 ， 用 于 杀 线 虫 活性 实验 。 

FL 《3) 杀 线虫 活性 实验 : 依次 在 96 孔 板 中 每 孔 加 入 含 线虫 M9 缓冲 液 约 20 pL( 约 每 20 uL 
20 条 )， 再 加 入 5 pL 甲醇 溶解 的 细菌 发 酵 液 粗 提 物 〈 浓 度 500 ug: mL, H M9 缓冲 液 补足 
#100L 后， 置 于 20 人 培养 箱 中 培养 ，24h 后 在 体式 显微镜 下 观察 并 记录 线虫 总 数 和 死亡 
že BEH, RH 30 s 仍 僵直 判定 为 线虫 死亡 。 设 置 1 ng mL 阿 维 菌 素 阳 性 组 和 5% 的 
甲醇 溶液 阴性 组 对 照 。 
(4) 线虫 半数 致死 浓度 (LCso 值 ) 的 测定 : 加 入 75 uL M9 缓冲 液 至 96 孔 板 ， 同 时 加 入 
20 uL 的 线虫 (每 20 nL20 条 )。 采 用 倍 半 稀 释 法 ,将 2 株 活 性 菌株 IMDGX 4744 Fl IMDGX 4303 

的 乙酸 乙 酯 提取 浓缩 物 分 别 用 甲醇 稀释 成 10 个 浓度 梯度 ， 取 各 个 浓度 5 uL 加 入 96 FLIR, 
置 于 20 C, 培养 24h 后 观察 并 统计 。 采 用 Probit 法 〈 贾 春生 ，2006) 分 别 计算 2 株 活 性 菌 


株 的 LCso 值 。 
1.4 统计 分 析 
线虫 寿命 数据 采用 SPSS Statistics 21.0 进行 统计 分 析 , 本 文中 所 有 图 表 均 采用 Excel 2013 


软件 ， 细 菌 的 16S rRNA 基因 序列 利用 DNA Star 软件 进行 整理 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 红 树 植物 内 生 细 菌 多 样 性 分 析 
如 表 3 所 示 ， 共 分 离 得 到 157 株 内 生 细 菌 ， 素 属于 6 个 纲 13 个 目 19 个 科 23 个 属 。 其 
中 芽孢 杆菌 属 (Bacillus〉 共 分 离 到 33 株 ， 占 分 离 总 菌 数 的 20.38%， 为 此 次 分 离 内 生 细 菌 
的 优势 菌 群 。 肠 杆菌 属 (Enterobacter) 和 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 均 分 离 得 到 21 株 细 
菌 ， 均 占 总 菌 数 的 13.4%， 泛 菌 属 (Pantoea) 得 到 20 株 ， 占 分 离 总 菌 数 的 12.7% 。 不 同样 
品 其 优势 菌 群 存在 差异 ， 其 中 ， 海 莲 CB. sexangula) 优势 菌 群 为 芽孢 杆菌 属 (15)， 桐 花 攀 
CA. corniculatum) 分 离 到 假 单 胞 菌 属 10 Fk, ZTE CR. stylosa) 获得 6 株 无 色 杆 菌 属 
(Achromobacter sp.,) 由 此 可 见 ， 从 总 的 菌株 数量 来 看 优势 菌 群 为 芽孢 杆菌 属 ， 而 不 同样 品 
分 离 得 到 的 优势 菌 群 不 同 。 通 过 16S rRNA 基因 序列 比 对 排 重 ， 最 终 获 得 33 株 内 生 细菌 。 
根据 16S rRNA 基因 序列 相似 性 小 于 98.65% 的 菌株 属于 潜在 新 物种 的 归 类 原则 (Kim 
M., 2014)， 由 表 2 可 知 33 株 内 生 细 菌 中 存在 8 株 潜在 的 新 种 或 者 新 届 。 菌 株 IMDGX 4649 
Actinomycetospora sp., IMDGX 4744 Altererythrobacter sp., IMDGX 4908 Asaia sp., IMDGX 
4645 Aurantimonas sp., IMDGX 4737 Myxococcus sp., IMDGX 4088 Pacificimonas sp., IMDGX 
4145Paracoccus sp., IMDGX 4725 Pseudomonas sp., Ay Fill SARL PR Actinomycetospora 


chiangmaiensis, Altererythrobacter marensis, Asaia siamensis, Aurantimonas  coralicida, 


ML. 


Myxococcus fulvus, Pacificimonas aurantium, Paracoccus aestuarii, Pseudomonas mendocina 的 
最 高 相似 度 分 别 为 97.9296, 97.7696, 97.74%, 98.03%, 97.92%, 97.53%, 97.3896, 97.82% 
可 能 为 潜在 的 新 物种 。 
2.2 ” 红 树 植物 内 生 菌 种 属 数量 分 布 

各 样品 分 离 到 的 细菌 物种 及 属 的 数量 分 布 如 图 1 所 示 。7 种 红 树 植物 中 桐 花 树 样 品 分 离 
到 最 多 的 内 生 细 菌 , 共 19 株 隶 属于 16 个 属 , 其 次 是 海 芝 得 到 13 株 内 生 细 菌 隶 属于 10 个 属 ， 
依次 为 红海 榄 和 阔 苍 菊 均 为 10 株 ， 海 漆 和 白骨 壤 均 为 7 株 ， 黄 桦 分 离 到 6 株 。 不 同 红 树 部 
位 内 生 菌 多 样 性 亦 存 在 差异 , 桐 花 树 中 分 离 得 到 的 细菌 种 属 数 量 依次 是 根茎 二 叶 , 根 得 到 
的 种 属 数量 最 多 远大 于 蕉 及 时。 红海 槛 、 海 漆 和 白骨 壤 分 离 得 到 的 细菌 种 属 数量 根 > 蕉 。 黄 
村 和 阔 匈 菊 所 得 菌株 数量 差异 不 大 , 茎 和 叶 的 菌株 数量 基本 保持 一 致 。 而 海 莲 的 茎 中 获得 的 
菌株 种 属 数 量 最 多 , 根 及 叶 基 本 保持 相同 数量 的 种 属 。 由 此 可 见 ， 大 部 分 植物 分 离 得 到 的 乡 
菌 种 属 数量 根 > 茎 之 叶 , 此 结果 与 诸多 学 者 得 到 的 成 果 一 致 , 内 生 细菌 主要 来 源 于 植物 的 根 
部 CZhaoetaL, 2011; 魏 玉 珍 等 ，2010)， 而 部 分 植物 组 织 器 官 可 培养 内 生 细菌 多 样 性 存在 
较 大 的 差异 , 可 能 是 采集 红 树 的 时 间 季 节 , 所 处 的 环境 及 样品 运输 的 破坏 程度 有 关 ( 解 修 超 ， 
2007)， 上 其 体 原因 还 有 待 进一步 研究 探讨 。 
2.3 不 同 培养 基 分 离 效 果 的 差异 

不 同 成 分 的 培养 基 可 以 满足 不 同 微生物 的 营养 需求 , 培养 基 营 养 成 分 的 差异 严重 影响 微 
生物 的 生长 。 由 图 2 和 表 2 可 知 ，R2A 琼脂 培养 基 分 离 得 到 的 细菌 种 属 数 量 最 多 获得 27 F 
细菌 隶属 15 个 种 11 个 属 ， 其 培养 基 主 要 成 分 包括 酵母 浸出 物 ， 和 蛋白 腺 ， 酷 蛋白 水 解 物 ， 葡 
葡 糖 ， 可 溶性 淀粉 年。 其 次 是 M9 精 氨 酸 -天 冬 酰胺 培养 基 分 离 得 到 24 株 11 个 种 隶属 8 个 
属 。M7 改良 ISPS 〈 主 要 成 分 为 酵母 粉 和 LR AIEO) RI P7 酷 氨 酸 - 天 冬 酰胺 培养 基 分 别 得 
到 22 株 9 个 种 隶属 7 个 属 和 16 株 9 个 种 隶属 8 个 属 . 表 2 可 知 ,Achromobacter 属 可 从 AGG、 
M10, M4, M5 和 M7 培养 基 中 分 离 得 到 。 本 次 分 离 得 到 的 Bacillus EAE), Pantoea 
dispersa, Enterobacter xiangfangensis 和 Pseudomonas psychrotolerans 菌株 在 大 多 部 分 培养 
基 中 均 能 较 好 的 生长 。 但 是 仍然 存在 很 多 菌株 只 能 在 一 种 培养 基 中 分 离 得 到 ， 如 菌株 
Actinomycetospora | chiangmaiensis ~ Altererythrobacter marensis ~ Asaia siamensis ~ 
Exiguobacterium profundum 和 Micromonospora sediminicola 等 ， 因 此 在 进行 细菌 纯化 时 建议 
使 用 相对 应 的 分 离 培养 基 。 
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红 树 植物 组 织 Mangrovetissue 
TE: A-G. 具体 信息 见 表 1。1. mH. 2. x, 3. HF, 
Note: A-G. Information in the table 1. 1. Root, 2. Stem , 3. Leaf. 
图 1 不 同 红 树 植物 组 织 分 离 得 到 的 内 生 细 菌 种 属 
Fig. 1 Endophytic bacteria species isolated from different mangrove tissue 
种 Species m & Genera 

AGG MIO M4 M5 M? M9 P3 P4 P7 R2A 


培养 基 类 型 Mediumtype 


图 2 不 同 培养 基 分 离 得 到 的 内 生 细 菌 
Fig. 2 Endophytic bacteria isolated from different media 
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X 2 可 培养 内 生 细 菌 在 不 同 培养 基 中 的 分 布 


Table 2 Distribution of cultivable endophytic bacteria in different culture medium 
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菌株 编号 参 比 菌 种 培养 基 类 型 Medium type 
Strain code Reference strains AGG M10 M4 MS M7 M9 P3 P4 P7 R2A 
IMDGX 4143 Achromobacter denitrificans 1 1 1 2 3 
IMDGX 4385 Achromobacter marplatensis 1 
IMDGX 4138 Achromobacter ruhlandii 1 
IMDGX 4270 Acinetobacter junii 1 
IMDGX 4649 Actinomycetospora chiangmaiensis 1 
IMDGX 4744 Altererythrobacter marensis 1 
IMDGX 4908 Asaia siamensis 1 
IMDGX 4850 Swaminathania salitolerans 1 
IMDGX 4645 Aurantimonas coralicida 1 4 
IMDGX 4146 Bacillus altitudinis 2 1 
IMDGX 4827 Bacillus paralicheniformis 1 
IMDGX 4062 Bacillus siamensis 1 4 1 2 4 3 2 
IMDGX 4763 Bacillus zhangzhouensis 1 5 1 2 1 6 
IMDGX 4277 Bacillus tequilensis 1 
IMDGX4827-1 Cedecea lapagei 1 
IMDGX 4075 Enterobacter xiangfangensis 3 2 2 1 1 7 3 3 1 1 
IMDGX 4491 Exiguobacterium profundum 1 
IMDGX 4787 Micromonospora sediminicola 1 
IMDGX 4737 Myxococcus fulvus 1 2 
IMDGX 4910 Nocardiopsis synnemataformans 2 1 1 
IMDGX 4088 Pacificimonas aurantium 1 


IMDGX 4776 Pantoea dispersa 1 2 1 2 6 2 1 3 2 1 
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IMDGX 4145 
IMDGX 4756 
IMDGX 4725 
IMDGX 4379 
IMDGX 4767 
IMDGX 4528 
IMDGX 4651 
IMDGX 4664 
IMDGX 4090 
IMDGX 4926 
IMDGX 4650 


Paracoccus aestuarii 
Paracoccus homiensis 
Pseudomonas mendocina 
Pseudomonas parafulva 
Pseudomonas psychrotolerans 
Pseudoxanthomonas spadix 
Salinicola salarius 
Stakelama pacifica 
Staphylococcus epidermidis 
Stenotrophomonas maltophilia 


Thalassospira povalilytica 
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表 3 33 株 可 培养 内 生 细菌 的 物种 组 成 
Table 3 Species of 33 cultivable endophytic bacteria 
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f 不 同 红 树 分 离 的 细菌 数量 总 计 
Pal PRS = 参 比 菌 种 相似 性 来 源 属 
Number of bacteria isolates from different mangrove Total 
Strain code Reference strains Similarity (%) Origin Genera 
A B C D E F G 
B-1. B2. B-3. C-1. 
IMDGX 4143 Achromobacter denitrificans 99.87 
C2 
无 色 杆 菌 属 Achromobacter 1 1 6 1 1 10 
IMDGX 4385 Achromobacter marplatensis 99.47 G-3 
IMDGX 4138 Achromobacter ruhlandii 99.74 A-3 
IMDGX 4270 Acinetobacter junii 99.43 B-3 和 F-3 不 动 杆菌 属 Acinetobacter 2 2 4 
Actinomycetospora WAR UB 1 1 2 4 
IMDGX 4649 97.92 B-1 
chiangmaiensis Actinomycetospora 
IMDGX 4744 Altererythrobacter marensis 97.76 A-2 Altererythrobacter 菌 属 1 1 
IMDGX 4908 Asaia siamensis 97.74 C-1 _ 
Asaia 菌 属 1 1 
IMDGX 4850 Swaminathania salitolerans 98.07 A-1 
IMDGX 4645 Aurantimonas coralicida 98.03 B-1, B-3 Al F-1, F-3 — Jë. EA Aurantimonas 6 1 7 
IMDGX 4146 Bacillus altitudinis 99.74 B-2 和 G-2 
IMDGX 4827 Bacillus paralicheniformis 99.83 F-2 
G-1. A-1, A-2, A-3, 
IMDGX 4062 Bacillus siamensis 99.87 C-1, C2, C3. D-2, 
D-3 芽孢 杆菌 属 Bacillus 15 3 3 3 2 6 32 
A-1, A-2, A-3、B-1、 
IMDGX 4763 Bacillus zhangzhouensis 100.00 B-2, B-3, C-1, C-2, 


C-3. D-2, D-3 


IMDGX 4277 Bacillus tequilensis 99.87 A-2 #l F-2 
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IMDGX4827-1 


IMDGX 4075 


IMDGX 4491 


IMDGX 4787 


IMDGX 4737 
IMDGX 4910 
IMDGX 4088 


IMDGX 4776 


IMDGX 4145 


IMDGX 4756 


IMDGX 4725 


IMDGX 4379 


IMDGX 4767 


IMDGX 4528 


Cedecea lapagei 


Enterobacter xiangfangensis 


Exiguobacterium profundum 


Micromonospora sediminicola 


Myxococcus fulvus 
Nocardiopsis synnemataformans 


Pacificimonas aurantium 


Pantoea dispersa 


Paracoccus aestuarii 


Paracoccus homiensis 


Pseudomonas mendocina 


Pseudomonas parafulva 


Pseudomonas psychrotolerans 


Pseudoxanthomonas spadix 


98.63 


99.87 


99.74 


100.00 


97.92 
99.74 
97.53 


100.00 


97.38 


100.00 


97.82 


100.00 


100.00 


99.10 


C-1 
A-1, A-2, A-3, B-1. 
B-2, B-3, C-1, C2. 
C-3, D-2, D-3, E-2, 
E-3. F-2, F-3. G-2, 


G-3 


B-1 


E-3 


A-2 fll F-2 
A-1, A-2 fill G-1. G-2 
B-1 
B-1. B-2. B-3. E-1. 
E-2. E-3. G-1. G2. 
G-3 
B-2 
A-2, A-3 和 F-2, F-3 
A-2 
A-2 fill F-2 
A-1, A-2, A-3, B-1. 
B-2, B-3, D-1, D-2, 
D-3, E-1, E-2, E-3 
B-1. B-2, B-3, C-1. 
C-2, C-3, D-1, D-2, 
D-3, F-1. F-2, F-3 


柠 榜 酸 杆菌 属 Citrobacter 


肠 杆 菌 属 Enterobacter 


微小 杆菌 属 
Exiguobacterium 


s BAF Ba JB 


Micromonospora 


粘 球菌 属 Myxococcus 
拟 诺 卡 氏 菌 属 Nocardiopsis 


Pacificimonas 菌 属 


泛 菌 属 Pantoea 


副 球 菌 属 Paracoccus 


恨 单 胞 菌 属 Pseudomonas 


假 黄色 单 胞 菌 属 


Pseudoxanthomonas 
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IMDGX 4651 
IMDGX 4664 


IMDGX 4090 


IMDGX 4926 


IMDGX 4650 


Salinicola salarius 


Stakelama pacifica 


Staphylococcus epidermidis 


Stenotrophomonas maltophilia 


Thalassospira povalilytica 


99.74 
98.80 


100.00 


99.61 


100.00 


B-1 
B-2 
B-1. B2, B-3, E-1、 
E-2、 E-3、 F-1、 F-2、 
F-3 
B-1、B-2、C-1、C-2 
和 F-1、F-2 


B-1 


ES 
38] 


Salinicola 菌 


pH 
EM 


Stakelama 菌 


葡萄 球菌 属 Staphylococcus 


寡 养 单 胞 菌 属 


Stenotrophomonas 


Thalassospira 菌 属 
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2.4 红 树 植物 内 生 细 菌 发 酵 产 物 的 杀 线虫 活性 分 析 
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内 生 细 菌 发 酵 产 物 的 杀 线 虫 活性 测试 结果 如 表 4 所 示 。 其 中 , 细菌 代谢 粗 提 物 中 致死 率 
高 于 50% 的 阳性 菌株 有 2 株 IMDGX 4744 和 IMDGX 4725， 其 致死 率 分 别 为 59.09% Fil 
78.95%. IMDGX 4744 和 IMDGX 4725 的 致死 率 曲 线 如 图 3 和 4 所 示 , LCso 值 分 别 为 178.03 
mg. mL! 和 28.63 mg-mL”. 


I 


表 4 内 生 细 阔 代 谢 产 物 的 杀 线 虫 活性 


Table 4 Nematicidal activity of the extracts from endophytic bacteria 


菌株 编号 致死 率 菌株 编号 致死 率 
Strain code Fatality rate (%) Strain code Fatality rate (%) 
5% 甲 醇 (阴性 对 照 ) IMDGX 4725 
4.50 78.95 
Methanol (Negative control) 
1 ug * mL! 阿 维 菌 素 (阳性 对 照 》 IMDGX 4075 
15.00 10.00 
Abamectin (Positive control) 
IMDGX 4767 14.29 IMDGX 4737 4.76 
IMDGX 4776 9.09 IMDGX 4062 10.00 
IMDGX 4650 9.52 IMDGX 4146 13.64 
IMDGX 4744 59.09 IMDGX 4910 9.09 
IMDGX 4850 45.00 IMDGX 4138 4.76 
IMDGX 4528 30.00 IMDGX 4908 5.56 
IMDGX 4827 10.00 IMDGX 4143 4.76 
| ae 0.6285x+11.299 
Es y 70.3092 18.303 s p=06285x+11. 
= Rz=09778 S gô Rz=09978 
í 60 4 o 
S = 
= £ 60 4 
Pa 
2 40 Ë 
4 A 40 
Ba Ba 
Bt 20 fit 20 
È Ë 
区 0 — — 上 o. | | | 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 
IMDGX 47257 Concentration (mgeL:1) IMDGX 47447K & Concentration (mg*L7!) 
图 3 IMDGX 4725 发 酵 产物 的 致死 率 曲线 4 IMDGX4744 发 酵 产 物 的 致死 率 曲线 
Fig. 3 Mortality curve of the IMDGX 4725 Fig. 4 Mortality curve of the IMDGX 4744 
` LA 
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红 树 林 受 周期 


性 


淹 汐 影响 ， 其 营养 物质 变化 较 大 ， 微 生物 资源 丰富 。 大 量 研究 表明 ， 


红 树 林 生 境 可 培养 内 生 细 菌 多 样 性 远大 于 非 红 树林 生境 ,为 了 解 广 东 徐闻 海域 红 树 植物 可 培 


养 内 生 细 菌 的 物种 组 成 及 分 布 ， 课 题 组 从 徐闻 海 ] 
10 种 培养 基 ， 从 中 分 离 内 生 细 戎 资源 。 研 究 结果 表明 ， 从 中 分 离 获 得 32 株 内 生 细 


19 科 23 属 , 其 中 芽孢 杆菌 属 为 优势 菌 属 , 此 外 获得 8 株 相似 性 小 于 98.46% 的 潜在 天 


多 样 性 较为 丰富 。 近 各 


H 


CAKE WRIA 


根 际 土壤 样品 中 分 离 得 到 110 株 放 线 菌 ， 分 布 于 7 个 目 9 个 科 15 个 属 。Hong etal., (2009) 使 


FE 来 ， 关 于 红 树 植物 内 生 菌 株 多 样 性 的 研究 报道 逐渐 增多 ， 
口红 树林 植物 


[ 树 内 生 阔 株 的 多 样 性 。 吴 越 等 (2017〉 从 7 份 广西 北仑 河 


成 采集 到 7 种 红 树 植物 16 份 组 织 器 官 ， 利 用 
菌 , 隶属 于 


[种 或 新 属 ， 
目前 国内 外 


11 个 选择 性 分 离 培养 基 从 中 国 8 个 地 区 的 红 树 林 土 壤 和 红 树 植物 中 分 离 到 2 000 多 株 放 线 
菌 ， 鉴 定 获 得 237 Fk, 分布 于 5 个 目 7 个 科 10 个 属 , 分 离 到 的 放 线 菌 具 有 较 强 的 抗菌 和 抗 肿瘤 
活性 。 魏 玉 珍 等 (2009〉 从 沿 北部 湾 山 口 海域 的 红 树 林 采 集 到 10 种 真 红 树 植物 和 5 种 半 红 树 
植物 并 从 中 分 离 得 到 77 株 细菌 。 由 此 可 见 ， 红 树林 微生物 资源 丰富 ， 具 有 从 中 发 现 活性 新 化 
合 物 的 潜力 。 
据 文献 报道 , 红 树 植物 内 生 菌 具有 良好 的 抗菌 (吴越 等 , 2017)、 抗 病毒 ( 李 菲 等 , 2016)、 
A CAE, 2016) 及 抗 肿瘤 (Hong et al., 2009) 等 生物 活性 。 许 敏 等 (2016) 前 期 从 湛 
江 高 桥 海域 筛选 到 三 株 具 有 杀 线 虫 活性 的 链 霉菌 ， 其 LCs 值 分 别 为 83.2、132 和 138 mg-mL". 
课题 组 此 次 从 徐闻 海域 分 离 到 的 32 株 内 生 细 菌 中 筛选 到 2 株 具 有 杀 线 虫 活 性 。 活 性 菌株 
IMDGX 4744 和 IMDGX 4725 分 别 从 海 莲 的 茎 和 叶子 中 分 离 到 ， 分 别 隶 属于 
Altererythrobacter 属 和 Pseudomonas〔 假 单 胞 菌 属 )》LC5o 值 分 别 为 178.03 和 28.63 mg-mL 1。 与 
许 敏 等 (2016) 研究 结果 相 比 ， 不 同 海域 的 不 同 菌株 可 筛选 到 相同 活性 且 LCso 值 存在 差异 ， 
Altererythrobacter 属 、Pseudomonas( 假 单 胞 菌 属 ) 和 链 霉 菌 属 菌株 均 具 有 较 强 的 杀 线 虫 活性 。 
关于 筛选 到 的 2 株 活 性 细菌 的 杀 线 虫 活性 在 本 研究 中 进行 了 首次 报道 ， 具 有 进一步 开发 成 为 
新 型 微生物 杀 虫 剂 的 潜力 ,由 此 可 见 ,湛江 沿 北部 湾 海 域 红 树 植物 内 生 细 菌 多 样 性 较为 丰富 ， 
具有 从 中 挖掘 杀 线 虫 活 性 菌株 的 潜力 。 
本 次 实验 设计 十 种 分 离 培养 基 对 红 树 内 生 细 苗 进 行 多 样 性 得 选 , 从 R2A 培 养 基 中 获得 最 
多 菌株 ， 其 次 是 M9 精 氮 酸 -天 冬 酰 胺 培养 和 M7 改 良 ISP5 培 养 基 。 三 种 培养 基 中 R2A 和 M7 均 
含有 酵母 浸出 物 ，M9 和 M7 均 含 L- 天 冬 酰 胺 。 由 此 可 见 ， 微 生物 生长 需要 提供 相应 的 氮 源 和 
氨基 酸 以 供 其 营养 需求 , 所 以 在 今后 设计 红 树 林 生 境 微生物 分 离 培 养 基 的 同时 , 可 以 适当 考 
若 增 加 或 者 使 用 不 同 的 氮 源 和 毛 基 酸 。 湛江 沿 北 部 湾 海 域 红 树 植物 内 生 细 菌 资源 丰富 ， 且 部 
分 菌株 具有 较 强 的 杀 线 虫 活性 , 对 于 寻找 新 型 微生物 杀 虫 剂 有 具有 重要 意义 , 同时 对 于 我 国 红 
树林 植物 资源 的 保护 与 红 树 植物 内 生 细 菌 药 用 资源 的 深入 开发 具有 重要 的 促进 作用 。 
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